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Resumen 
Introducción: Las células bacterianas pueden crecer formando biofilms o en 
estado de vida libre planctónico. En el modo de crecimiento de biofilm, los 
microorganismos muestran una mayor capacidad virulenta, un aumento en la 
resistencia a compuestos antimicrobianos, presentan una mejor respuesta al estrés 
ambiental y desarrollan numerosos mecanismos de respuesta inmunológica frente al 
huésped.  
Objetivo: El propósito de este estudio ha sido el análisis de la expresión 
diferencial de proteínas de Fusobacterium nucleatum DSM20482 cuando está 
formando biofilm respecto a cuando está en estado planctónico. De esta forma, se 
pueden encontrar posibles blancos para futuras terapias que permitan bloquear o 
mermar la incorporación de bacterianas patógenas a la placa bacteriana, e 
identificar proteínas que se expresan exclusivamente en la fase de biofilm 
claramente implicadas en producción de una respuesta inmunogénica en el huésped 
y que podrían utilizarse en una primera aproximación como biomarcadores en las 
enfermedades periodontales. 
Material y Métodos: Para el estudio de las proteínas diferenciales de F. nucleatum 
se desarrolló el biofilm de esta especie sobre portaobjetos (slides) cubiertos de 
hidroxiapatita con una concentración bacteriana de 107 unidades formadoras de 
colonias (ufc)/mL y 24 horas de incubación. El cultivo planctónico se realizó en las 
mismas condiciones. Después de recuperar las bacterias que están en el biofilm y en 
el cultivo planctónico, se procedió a la ruptura de la célula con un tampón adecuado 
y a la extracción de las proteínas bacterianas en ambos estados. Posteriormente, se 
limpiaron las muestras para eliminar impurezas que interfiriesen en la electroforesis 
bidimensional, se solubilizaron las proteínas y se cuantificaron por el método 
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Bradford. Para comprobar la cantidad y calidad de las muestras proteicas se llevó a 
cabo la separación de las proteínas por electroforesis bidimensional en geles de 
poliacrilamida. Cuando se obtuvo la suficiente cantidad de proteína, haciendo 
grupos de muestras, se procedió al marcaje de éstas utilizando la tecnología 2D-
DIGE™ (2D Fluorescence Difference Gel Electrophoresis) y a la separación de las 
proteínas mediante electroforesis bidimensional. Los geles se escanearon con el 
escáner Typhoon™ 9400 y las imágenes se analizaron con el software DeCyder™ v6.5. 
Las proteínas diferenciales se identificaron por espectrometría de masas.  
Resultados y Conclusiones: Se observaron 68 spots que se expresaban 
diferencialmente. De estos 68, se han identificado 26 proteínas que se 
sobreexpresan cuando está en estado biofilm y 18 que se reprimen. Es importante 
destacar que las proteínas que se sobreexpresan son proteínas implicadas en 
metabolismo y en biosíntesis de macromoléculas, transportadores de tipo ABC y 
proteínas de función desconocida. El estudio de estas proteínas puede ayudar a 
entender la formación del biofilm en F. nucleatum y su implicación en la virulencia 
de la bacteria. 
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Introducción 
La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crónica que aparece como 
resultado de una infección polimicrobiana compleja en individuos susceptibles (Loe y 
cols., 1965; Lindhe y cols., 1975; Lindhe y Rylander, 1975). Esta enfermedad 
conduce a la destrucción de los tejidos periodontales (encía, cemento, ligamento 
periodontal y hueso) como consecuencia de una alteración de la homeostasis entre 
la microbiota subgingival y las defensas del huésped (Armitage, 2005; Sanz y van 
Winkelhoff, 2011). Recientemente, la periodontitis severa ha sido considerada como 
la sexta patología más común a nivel global (Frencken y cols., 2017). Su prevalencia 
se estima desde un 47% en adultos con más de 30 años, hasta un 85% en sujetos 
mayores de 65 años (Eke y cols., 2012; Chung y cols., 2011). 
No obstante, en la etiología multifactorial de la periodontitis, los depósitos 
bacterianos tienen un papel fundamental en su desarrollo (Page y Kornman, 1997). 
Estos depósitos, comúnmente llamados placa dental, forman una biopelícula 
bacteriana sobre la superficie del diente, en la zona del margen gingival, que 
provoca inicialmente una respuesta inflamatoria local, denominada gingivitis. En 
individuos susceptibles, la acumulación prolongada de la placa dental causa una 
inflamación que pueda resultar en la profundización gradual del surco gingival 
(denominado "bolsa periodontal") y en la destrucción concomitante del ligamento 
periodontal y el hueso alveolar, la condición patológica denominada periodontitis. 
Debido al papel principal de las bacterias en las enfermedades periodontales 
(Socransky y cols., 1998), desde hace años la investigación se ha centrado en el 
conocimiento de las complejas estructuras bacterianas y de las interacciones entre 
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ellas, con el fin de entender el desarrollo de esta enfermedad y encontrar una 
posible terapia contra sus avances. 
La mayoría de los trabajos que hay sobre las propiedades y el metabolismo de 
las bacterias orales son estudios de cultivos puros de especies individuales que 
crecen en probeta; esta forma de estudiar el comportamiento de las bacterias era el 
más conveniente y fiable. Sin embargo, el crecimiento de las poblaciones 
bacterianas en suspensión en medio líquido no es la manera normal de crecimiento 
de éstas en la cavidad oral, ya que aquí los microorganismos se organizan 
generalmente en biofilms. Con el termino biofilm se entiende “una comunidad 
microbiana indefinida que coloniza una superficie de un material duro, como la 
superficie de los dientes, y que está embebida en una matriz rica en polímero" 
(Wilderer y Charaklis, 1989); la placa dental es un ejemplo de biofilm. 
El desarrollo de nuevas tecnologías en el campo de la investigación microbiana, 
como la microscopía confocal y otras técnicas microscópicas avanzadas, así como los 
enfoques moleculares para identificar y cuantificar las especies bacterianas no 
cultivables, ha permitido una revolución en la concepción de la placa dental y su 
estudio. Se ha observado, por ejemplo, que la mayoría de las bacterias no 
sobreviven en la naturaleza como organismos unicelulares pero sí lo hacen como 
biofilms o biopelículas (Jenkinson, 2014) y que algunas de las enfermedades 
sistémicas u orales, como la caries o la periodontitis, son fuertemente dependientes 
de las combinaciones de estas bacterias en la cavidad oral (Zarco y cols., 2012). 
Otros estudios han establecido que, cuando las células forman un biofilm, la 
expresión del genoma bacteriano puede alterarse notablemente, lo que provoca que 
muchos organismos expresan un fenotipo radicalmente diferente tras la adhesión a 
una superficie (Marsh y cols., 2005). Además, la unión de las bacterias a receptores 
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específicos del huésped también puede provocar cambios significativos en los 
patrones de expresión génica del mismo huésped. 
La estructura del biofilm es, por lo tanto, el resultado del desarrollo de una 
comunidad microbiana dinámica y muy organizada que presenta una amplia gama de 
interacciones físicas, metabólicas y moleculares. En esta compleja red, la 
cooperación entre las diferentes especies bacterianas proporciona diferentes 
ventajas potenciales para los organismos que la componen (Caldwell y cols., 1997; 
Shapiro y cols., 1998; Marsh y Bowden, 2000). Tales ventajas incluyen: un amplio 
rango de hábitats para el crecimiento, un aumento de la eficiencia y diversidad 
metabólicas, una mejoría en la tolerancia a estrés ambiental, agentes 
antimicrobianos (Arciola, 2005; Halliman, 2004; Hola y cols., 2004) y factores de 
defensas del huésped (Costerton, 1999); y por último, un aumento en la capacidad 
de causar enfermedad, concepto definido como sinergia patogénica. 
Los microorganismos que se encuentran en biofilms multiespecies no están 
distribuidos al azar sino que están organizados a nivel espacial y funcional. Los 
biofilms dentales se forman a través de una secuencia ordenada de eventos, los 
cuales resultan en una biopelícula microbiana estructuralmente y funcionalmente 
organizada. (Socransky y Haffajee, 2002; Marsh y cols., 2005; Kolenbrander y cols., 
2006; Marsh y cols., 2011).  
Las distintas etapas en la formación de la biopelícula dental incluyen: 
1. La formación de la película adquirida: una capa compuesta de varias 
glicoproteínas salivares (mucinas) y anticuerpos. Esta película altera la carga 
eléctrica y la energía liberada desde la superficie, aumentando así la eficiencia de la 
adhesión bacteria. 
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2. La adhesión reversible entre la superficie de la célula microbiana y la 
película, permitida solo a un limitado número de especies bacterianas llamadas 
colonizadores primarios. 
3. Un aumento de interacciones permanentes entre moléculas específicas de la 
superficie celular microbiana (adhesinas) y moléculas complementarias (receptores) 
presentes en la película.  
4. La co-adherencia, en la que los colonizadores secundarios se adhieren a los 
receptores de las bacterias ya presentes en la superficie glicoproteíca (Kolenbrander 
y cols., 2010), lo que lleva a un aumento en la diversidad microbiana.  
5. La multiplicación de las células, lo que lleva a un aumento en la biomasa y la 
síntesis de exopolímeros para formar la matriz del biofilm (maduración placa).  
6. El desprendimiento de células unidas para promover la colonización en otros 
lugares.  
La bacteria gram-negativa anaerobia  Fusobacterium nucleatum (Baumgartner 
y cols., 1992) es considerada una especie muy importante en el desarrollo y en el 
proceso de maduración de la placa dental (Jorth y cols., 2014; Kolenbrander y 
London, 1993), y su contribución es muy importante en las modificaciones 
estructurales y metabólicas de ésta. F. nucleatum puede unir numerosas especies 
bacterianas en la cavidad oral, actuando como un relevante organismo “puente” 
entre las especies colonizadoras primarias y tardías (Guo y cols., 2014; Kolenbrander 
y cols., 1989; Kolenbrander y cols., 1995). Desde el punto de vista metabólico, F. 
nucleatum es un factor clave en la producción del butirato (Jorth y cols., 2014), que 
estudios previos han relacionado con el desarrollo de la periodontitis (Niederman y 
cols., 1997). 
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F. nucleatum es una especie bacteriana del género Fusobacterium, que 
pertenece a la familia de las Bacteroidaceae. El nombre Fusobacterium tiene su 
origen en fusus, un huso, y bacterion, una pequeña barra; el término nucleatum 
deriva de la estructura nucleada que se ha visto en las preparaciones para el 
microscopio electrónico por la presencia de los gránulos intracelulares (Hofstad, 
1981). Esta especie bacteriana es la más frecuentemente detectada en los cultivos 
de placa subgingival, en presencia y también en ausencia de la enfermedad (Dzink y 
cols., 1985, 1988). Sin embargo, se ha demostrado que su presencia es mucho mayor 
en localizaciones patológicas respecto a las sanas (Bolstad y cols., 1996); su 
prevalencia es mayor en los pacientes con periodontitis (Papapanou y cols., 2000; 
Socransky y cols., 2002) y en casos de abscesos periodontales (Herrera y cols., 2000); 
y también se encuentra en menor cuantidad después de una terapia periodontal 
efectiva (van der Velden y cols., 2003; Haffajee y cols., 2006). 
F. nucleatum codifica varias adhesinas necesarias para las interacciones 
interespecies, incluyendo Fap2 y RadD (Kaplan y cols., 2010). Fap2 es una adhesina 
sensible a galactosa, que ha sido implicada en la interacción entre F. nucleatum y el 
patógeno periodontal Porphyromonas gingivalis (Coppenhagen-Glazer y cols., 2015); 
y RadD es una adhesina sensible a arginina necesaria para la interacción entre F. 
nucleatum y múltiples miembros Gram positivos de la placa dental, incluyendo los 
colonizadores tempranos Actinomyces naeslundii, Streptococcus sanguinis, 
Streptococcus oralis y Streptococcus gordonii (Kaplan y cols., 2009).  
También, F. nucleatum se une a una variedad de células de mamífero, como 
células epiteliales y endoteliales, polimorfonucleares (PMNs), monocitos, eritrocitos, 
fibroblastos, y células NK, así como moléculas del huésped tales como 
macromoléculas salivales, proteínas de la matriz extracelular, la IgG humana, y 
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cadherinas (Han y cols., 2000; Han y cols., 2004; Han y cols., 2011; Bachard y cols., 
2006). La adhesión y la invasión son mecanismos esenciales para la colonización, la 
difusión, la evasión de defensa del huésped, y la inducción de respuestas 
inmunitarias.  
Esta bacteria provoca diferentes respuestas del huésped (Han y cols., 2011). 
Induce β-defensinas a partir de células epiteliales orales a través de la proteína Fad-
I humana (Gupta y cols., 2010), estimula los factores que predisponen a la 
aterosclerosis mediante GroEL (Kostic y cols., 2012) y activa la apoptosis de los 
linfocitos por Fap2 y RadD (Kaplan y cols., 2010). F. nucleatum es un potente 
estimulador de citoquinas inflamatorias, interleucina-6, interleucina-8 y factor de 
necrosis tumoral (Han y cols., 2000, Park y cols., 2014). También la unión de F. 
nucleatum a las células NK activa la respuesta inflamatoria implicada en la 
enfermedad periodontal (Chaushu y cols., 2012). Las infecciones periodontales son 
procesos complicados que requieren la comprensión tanto de la flora microbiana y 
de los componentes inmunológicos del huésped, así como la interacción entre estos 
dos factores.  
F. nucleatum también, además, de ser conocido por su capacidad de adherirse 
a diversas bacterias patógenas (Kolenbrander y cols., 1989), tiene la capacidad de 
reducir los niveles de oxígeno, ayudando así a los organismos menos aerotolerantes 
como P. gingivalis (Bradshaw y Marsh, 1998).  
La secuenciación del genoma de un alto número de especies ha conducido a lo 
que se llama la era de la post-genómica. En 1994, Wilkins introdujo el término de 
proteoma como equivalente lingüístico al concepto del genoma (Sorimachi y cols., 
1989). El proteoma se define como el conjunto de proteínas que se expresan a partir 
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de un genoma. La Proteómica es la ciencia que estudia de manera dinámica el 
proteoma expresado en un organismo en determinados momentos puntuales y bajo 
condiciones concretas establecidas, cómo en la enfermedad, en los factores 
ambientales y fisiológicos como la edad, el estrés, y los agentes tóxicos y/o 
fármacos (Ono y cols., 2004; Kinbara y cols., 1998).  
La electroforesis bidimensional es un método ampliamente utilizado para el 
análisis de mezclas complejas de proteínas extraídas de células, tejidos y otras 
muestras biológicas. Esta técnica separa las proteínas de acuerdo a dos propiedades 
independientes: primero en función de su punto isoeléctrico, y segundo, en función 
de su masa molecular. Para el estudio de la expresión diferencial de proteínas se ha 
recurrido al sistema 2D-DIGE™ (Two-Dimensional Difference In-Gel Electrophoresis) 
que permite la cuantificación del cambio relativo de expresión de cada proteína, 
pudiendo así conocer las diferencias fisiológicas entre los dos estados que se están 
comparando (biofilm/planctónico). Con esta técnica se realiza un marcaje de los 
diferentes extractos proteicos con distintos fluorocromos y se realiza la separación 
mediante electroforesis bidimensional (Tonge, 2001). En el sistema 2D-DIGE, se 
utilizan los fluorocromos Cy3, Cy5 y Cy2 (CyDye DIGE Fluor minimal dyes) que han 
sido diseñados con el mismo peso molecular y la misma carga para asegurar que las 
proteínas comunes de las muestras proteicas tengan la misma movilidad relativa en 
un gel bidimensional (Tonge, 2001). Los fluorocromos tienen un grupo éster reactivo 
NHS y están diseñados para formar un enlace covalente con el grupo ε-amino de las 
lisinas en las proteínas a través de un enlace tipo amida. El colorante se añade a la 
proteína de modo que la cantidad de fluorocromo se restringe en la reacción de 
marcaje. La proporción utilizada asegura que el fluorocromo marque 
aproximadamente un 1-2% de los residuos de lisina, de tal manera que cada proteína 
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marcada lleve sólo una molécula de colorante y sea visualizada como una mancha 
proteica individual. Por lo tanto, los fluorocromos sólo marcan una pequeña 
proporción de la proteína total de una muestra y por eso este tipo de marcaje se ha 
llamado marcaje “mínimo”. El aminoácido lisina en las proteínas lleva una carga 
intrínseca de +1 a pH neutro o ácido. Los fluorocromos también llevan una carga +1 
que, cuando se asocian a lisina, sustituyen la carga +1 de la lisina por la suya propia, 
asegurando que el punto isoeléctrico de la proteína no se altera de forma 
significativa. 
 Dos de los fluorocromos (Cy3 y Cy5) se utilizan para marcar las muestras de 
las diferentes condiciones a comparar, mientras que el Cy2 se usa para marcar un 
estándar interno compuesto de una mezcla de todas las muestras que componen el 
experimento, y que se procesa en cada uno de los geles. Este sistema se ha 
desarrollado para disminuir la variación intrínseca entre geles, que es una de las 
limitaciones del estudio clásico de expresión diferencial en el que cada muestra a 
comparar se separa en un gel diferente. Además, el marcaje fluorescente mejora la 
cuantificación y tiene un rango dinámico lineal de cuatro o cinco órdenes de 
magnitud en comparación con otros métodos de tinción. Gracias a que cada uno de 
los fluorocromos se excita y emite a una longitud de onda diferente, la imagen de 
cada una de las condiciones puede adquirirse de manera individualizada, excitando 
la muestra en las longitudes de ondas específicas para cada uno de los fluorocromos 
(Figura 1). Todas estas ventajas, junto con el análisis estadístico que se aplica, hace 
esta técnica muy adecuada para el estudio de la expresión diferencial de proteínas. 
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Objetivos 
El propósito de este estudio ha sido el estudio de la expresión diferencial de 
proteínas de F. nucleatum cuando está formando biofilm respecto a cuando está en 
estado planctónico. 
 
Objetivos Específicos  
 
§ Buscar proteínas que se expresen diferencialmente en el biofilm respecto al 
estado planctónico, como posibles blancos para futuras terapias que permitan 
bloquear o mermar la incorporación de bacterianas patógenas a la placa 
bacteriana;  
§ Validar funcionalmente algunas de estas proteínas diferenciales para analizar 
el papel de éstas en el biofilm y así encontrar posibles marcadores de las 
enfermedades periodontales. 
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Materiales y Métodos 
Cultivo y cepa bacteriana 
La cepa utilizada en este trabajo ha sido Fusobacterium nucleatum DSM20482. 
La bacteria se cultivó en placas de medio Agar Sangre (Oxoid no 2; Oxoid Ltd., 
Basingstoke, Inglaterra) suplementado con un 5% de sangre de caballo (Oxoid), 
Hemina (5 mg/L) y Menadiona (1 mg/L) en condiciones de anaerobiosis (10% H2, 10% 
CO2 y balance N2) a 37ºC. Para el crecimiento en biofilm y en estado planctónico se 
utilizó el medio BHI modificado [medio Brain Heart Infusion (Becton, Dickinson and 
Company; EE.UU.), suplementado con Mucina (2,5 g/L), Extracto de levadura (1,0 
g/L), Cisteína (0,1 g/L), Bicarbonato sódico (2,0 g/L), Hemina (5 mg/L), Menadiona 
(1 mg/L) y 0,25% de ácido glutámico (v/v)] en condiciones de anaerobiosis a 37ºC. 
 
Formación del biofilm monoespecie de Fusobacterium nucleatum 
El biofilm monoespecie se desarrolló sobre unos cristales (slides) de 7.5 cm x 
2.5 cm cubiertos de hidroxiapatita (Clarkson Chromatography Products, 
Williamsport, PA, EE.UU.) (Figura 2) en una placa Petri. Por otro lado, el cultivo 
planctónico se incubó en unos tubos de plástico de 50 mL tipo Falcon. 
 
 
Figura 2. Slide cubierto de hidroxiapatita 
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En ambos casos, a partir de un cultivo bacteriano de F. nucleatum en fase 
exponencial en medio BHI modificado, se ajustó la concentración bacteriana a 107 
ufc/mL y se incubó en condiciones de anaerobiosis a 37ºC durante 24 horas. 
Recuperación de las bacterias presentes en el biofilm y en el cultivo 
planctónico 
Para recuperar las bacterias que forman el biofilm en esta superficie (slide) se 
procedió de la siguiente forma: se extrajo el slide de una placa de cultivo Petri y se 
añadió 1 mL de PBS (Phosphate Buffer Saline) raspando el biofilm con un rascador de 
células (scraper), recogiendo la suspensión, añadiéndola a un eppendorf y guardando 
a -20ºC. Para recuperar las bacterias en estado planctónico, se centrifugó la 
suspensión bacteriana a 9000 rpm 10 min y el pellet se guardó a -20ºC. 
 
Extracción y solubilización de las proteínas bacterianas 
El siguiente paso fue la extracción de las proteínas bacterianas que se 
encontraban en el biofilm y en las células planctónicas; y para ello, había que 
proceder a la rotura de la célula en un tampón adecuado para evitar la lisis de las 
proteínas, la agregación proteica y favorecer la resuspensión de éstas. Primero se 
centrifugaron las muestras de biofilm a 13000 rpm 5 minutos a 4ºC para retirar el 
PBS y añadir el buffer adecuado (250 µL) para proceder a la extracción proteica. En 
el caso de las muestras de planctónico, se añadió al pellet el mismo buffer (3.5 mL) 
que se utilizó con las muestras de biofilm. Este buffer estaba compuesto de lo 
siguiente: PBS + 100 mM Dithiothreitol (DTT, agente reductor) (GE Healthcare, 
Uppsala, Suecia) + 100 mM Fluoruro de metil fenil sulfonato (PMSF, inhibidor de 
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proteasas) (Sigma, St. Louis, MO, USA) + mezcla nucleasa (GE Healthcare) + cocktail 
inhibidor proteasas 10X (Roche Diagnostic GmbH; Mannheim, Alemania). 
 Para romper y liberar el contenido celular, el método empleado fue la 
sonicación que consiste en la rotura de las membranas bacterianas producida por 
ondas de ultrasonido mediante un sonicador ultrasónico de punta (con 20 pulsos 
discontinuos de 10s y 1 pulso continuo de 10s). Posteriormente, se centrifugó para 
descartar el “debris” celular. 
Una vez que se procedió a la ruptura de la membrana bacteriana y a la 
extracción proteica, debía realizarse la limpieza de la muestra para eliminar 
posibles restos de sales, detergentes, lípidos e impurezas varias, que van a interferir 
en el proceso de separación proteica por isoelectroenfoque que tiene lugar en la 
realización de los geles bidimensionales. Se observó que, tanto para las proteínas del 
biofilm como para las proteínas de las células planctónicas, el proceso óptimo era la 
precipitación con ácido tricloroacético (TCA) (Sigma) al 10% y el lavado del pellet 
con el buffer de lavado de un kit de limpieza de la muestra (2D Clean-Up™ Kit, GE 
Healthcare).  
Las proteínas precipitadas debían ser resuspendidas y solubilizadas 
adecuadamente para poder ser separadas mediante los geles bidimensionales. Para 
resuspenderlas se empleó el buffer de solubilización DIGE™ (25mM Tris (GE 
Healthcare), 7M urea (GE Healthcare), 2M tiourea (GE Healthcare), 4% CHAPS 
(detergente zwitterónico) (GE Healthcare)) y se agitaron de forma constante durante 
2h y media a temperatura ambiente. Se llevó a cabo un paso intermedio de 
resuspensión en un baño de ultrasonidos (para favorecer la solubilización): las 
muestras se sometieron a ultrasonidos cuatro veces durante 5 minutos (poniéndolas 
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en hielo cada vez). Posteriormente, las muestras se centrifugaron para eliminar todo 
aquello que no se había solubilizado. 
 
Cuantificación de las muestras proteicas 
El siguiente paso se correspondía con la cuantificación proteica de las 
muestras. Para ello, se utilizó el método Bradford que consistía en añadir el reactivo 
Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU) a las muestras, incubar y medir la 
absorbancia a 595 nm empleando una curva patrón con albúmina de suero bovina 
(BSA) de concentración conocida. 
Tras cuantificar las muestras, se procedió a la verificación mediante control de 
carga en un gel SDS-PAGE (condiciones desnaturalizantes). Para ello se tomaron 20 
µg de cada una de las muestras y se les añadió un volumen igual de tampón de carga 
(2x), que contenía 100mM Tris-HCl pH 6.8, 4% SDS (dodecil sulfato sódico), 20% 
glicerol, azul de bromofenol y 200mM DTT. Las muestras se desnaturalizaron 
(incubando 5 min a 95ºC y 2 min en hielo) y se centrifugaron a 13000 rpm 2 min. 
Para la electroforesis SDS-PAGE, se utilizó el sistema Mini Protean II (Bio-Rad). Los 
geles de poliacrilamida se hicieron al 10% y el patrón de pesos moleculares que se 
empleó fue Precision Plus Protein Standards Dual Color (Bio-Rad). El tampón de 
electroforesis que se utilizó contenía Tris 25mM, glicina 250mM y SDS 0.1%. El gel se 
tiñó con azul de Coomassie R-250 (0.25% azul de Coomassie R-250, 50% metanol, 9% 
ácido acético, 41% agua MilliQ (agua de máxima pureza)) durante al menos 2 horas y 
se destiñó con la solución de desteñido (40% metanol, 7% ácido acético, 53% agua 
MilliQ) hasta que se observaron las bandas proteicas correspondientes de biofilm y 
de estado planctónico de F. nucleatum. 
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Sistema 2D-DIGE™ 
Diseño experimental DIGE™ 
 Posteriormente, se procedió a la preparación de las muestras para su marcaje 
ajustando el pH a 8.5, utilizando tiras indicadoras de pH (Sigma) y una solución de 
NaOH 1N para modificarlo.  
Se obtuvieron 4 réplicas biológicas de cada una de las condiciones (biofilm y 
planctónico) a estudiar. Se marcaron las muestras a comparar en cada gel con los 
fluorocromos Cy3 y Cy5 (reconstituidos en N,N-dimetilformamida; Sigma), y el Cy2 
(reconstituido en N,N-dimetilformamida; Sigma) se utilizó para marcar un estándar 
interno, que se incluyó en todos los geles y que se obtuvo mezclando la misma 
cantidad de proteína de cada una de las muestras que formaban parte del 
experimento. Las 4 réplicas biológicas de cada condición se distribuyeron en los 
geles de forma aleatoria para poder obtener resultados comparativos 
estadísticamente significativos. Por lo tanto, el diseño experimental fue el siguiente: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pool1	Biofilm Cy3 Pool4	Planctónico	Cy5 Estándar	interno	Cy2+ +Pool2	Biofilm Cy5 Pool3	Planctónico	Cy3 Estándar	interno	Cy2+ +Pool3	Biofilm Cy3 Pool1	Planctónico	Cy5 Estándar	interno	Cy2+ +Pool4	Biofilm Cy5 Pool2	Planctónico	Cy3 Estándar	interno	Cy2+ +
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Marcaje con fluorocromos 
 Para el marcaje de las muestras se siguieron las instrucciones del kit de 
marcaje mínimo CyDye DIGE Fluor minimal dyes (GE Healthcare) según las 
instrucciones del fabricante (Figura 3). Se marcaron 50 µg de proteína de cada una 
de las muestras con 400 pmol de fluorocromo (CyDye DIGE Fluor minimal dyes, GE 
Healthcare), y se dejó actuar 30 minutos en hielo y en oscuridad donde los 
fluorocromos se unen a 1-2% de las lisinas de las proteínas; tras este tiempo se 
añadió 1 µL de lisina 10mM para parar la reacción y se dejó 15 minutos en hielo y en 
oscuridad. 
 
Figura 3. Marcaje de las muestras con fluorocromos. 
 
 
Electroforesis bidimensional 
Primera dimensión 
 En la primera dimensión, el gradiente de pH inmovilizado se encuentra 
presente en una tira seca que contiene una matriz de gel de poliacrilamida donde el 
gradiente de pH se ha generado mediante anfolitos. Esta tira debe hidratarse para 
poder trabajar con ella. 
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Se usaron tiras IPG (Immobilized pH gradients) de pH entre 3 y 11 no lineal 
(Immobiline™ DryStrip, 18 cm, GE Healthcare) que se rehidrataron sin la muestra, 
con 340 µL de solución de hidratación (8M urea, 4% CHAPS, 13 mM DTT, 1% anfolitos, 
trazas azul de bromofenol) entre 12 y 20 horas, cubriéndose con aceite mineral en la 
bandeja de rehidratación (Immobiline DryStrip Reswelling Tray, GE Healthcare) 
(hidratación pasiva). Posteriormente, las muestras (150 µg) en las que se incluía 
muestra “pool” biofilm, muestra “pool” planctónico y estándar interno, se cargaron 
mediante pocillo (Ettan IPGphor Cup Loading Manifold, GE Healthcare). Para ello, a 
las muestras se les añadió tampón de carga 2x (8M urea, 4% CHAPS, 130 mM DTT, 2% 
anfolitos), se dejó actuar 10 min y tras centrifugar las muestras, éstas se cargaron 
en las tiras IPG rehidratadas. El programa de isoelectroenfoque que se utilizó fue el 
siguiente: 120 V, 1 hora; 300 V, 3 horas; de 300 a 1000 V en gradiente, 6 horas; de 
1000 a 8000 V en gradiente, 3 horas; 8000 V, 7.5 horas; 500 V, 10 horas. 
 
Equilibrado tiras 
Después de la primera dimensión, tiene lugar el equilibrado de las tiras. Este 
paso de equilibrado satura la tira de gradiente con el sistema de tampón SDS que se 
requiere para la separación en la segunda dimensión. Esta solución de equilibrado 
contiene: 6M urea, 30% glicerol, 50mM Tris-HCl pH 6.8 y 2% SDS. Primero se 
equilibraron las tiras dejándolas 15 min en agitación suave en solución de 
equilibrado con 2%DTT y otros 15 min en solución de equilibrado con 2.5% 
iodoacetamida y azul de bromofenol.  
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Segunda dimensión 
 Se prepararon geles de poliacrilamida al 11.5% de acrilamida, sobre los que se 
depositaron las tiras IPG equilibradas y se sellaron con una solución de tampón de 
electroforesis con 0.5% de agarosa fundida. La electroforesis se llevó a cabo en el 
dispositivo Ettan DaltSix Electrophoresis System (GE Healthcare) con tampón de 
electroforesis 1x (25mM Tris, 192mM glicina, 0.2% SDS) en la cubeta inferior y 
tampón de electroforesis 2x (50mM Tris, 384mM glicina, 0.4% SDS) en la cubeta 
superior. La electroforesis se realizó a 1W/gel durante 1 hora y hasta un máximo de 
17W/gel hasta su finalización. 
 
Escaneado de los geles 
 Los geles 2D-DIGE se visualizaron en un escáner Typhoon 9400™ (GE 
Healthcare) con los filtros CyDye. Para la adquisición de las imágenes donde se ven 
los distintos fluorocromos Cy3, Cy5 y Cy2 se utilizaron las longitudes de onda de 
excitación/emisión 532 nm/580 nm, 633 nm/670 nm y 480 nm/520 nm, 
respectivamente, y un tamaño de píxel de 100 µm. Para recortar las imágenes y 
seleccionar el área de interés se utilizó el programa ImageQuant v5.1 (GE 
Healthcare). Las imágenes recortadas son importadas a la base de datos de Oracle 
que posee el software DeCyder v6.5 (GE Healthcare). 
 
Análisis de imagen 
 El programa DeCyder v6.5 (GE Healthcare) se utilizó para realizar un análisis 
estadístico de los geles bidimensionales obtenidos mediante el sistema DIGE, a 
través de los siguientes módulos: 
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l DIA (Differential In gel Analysis): en este módulo se lleva a cabo la co-
detección de manchas proteicas y la normalización de las imágenes. Las tres 
imágenes que corresponden a un gel DIGE (Cy3, Cy5 y Cy2) son analizadas 
conjuntamente en este módulo. La co-detección de spots se hace conforme al 
algoritmo del software, donde especificamos que nos detecte el máximo número de 
manchas posibles. A continuación se hace un filtrado de aquellas manchas que 
corresponden a fondo. Se eliminan aquellas cuyo volumen sea menor de un valor 
(volumen estimado del fondo para cada experimento, que en nuestro experimento es 
80000), se eliminan posibles artefactos presentes en el gel, y se eliminan y/o 
incluyen algunas manchas de forma manual. 
l BVA (Biological Variation Analysis): con este módulo se realiza el 
emparejamiento de las  manchas de todas las réplicas. Los datos obtenidos en el 
módulo DIA se utilizan en este nuevo módulo, que tiene en cuenta las réplicas 
biológicas usadas en el proyecto. En primer lugar, se definen los grupos que 
componen el experimento (Planctónico y Biofilm) y en cada uno de ellos se incluye 
la imagen que corresponde a cada réplica, según el diseño experimental. 
 
Filtro estadístico de los datos 
 El tratamiento estadístico de los datos, se realiza en el mismo módulo BVA. 
Tras el emparejamiento, se calcula la media (en las réplicas de cada condición) del 
ratio (respecto al Estándar interno, Cy3/Cy2 o Cy5/Cy2) de cada una de las manchas 
y se hace la comparación, calculando el ratio y el p valor con test de Student´s no 
pareado (aplicando la corrección FDR) de cada uno de los spots. 
 Las condiciones para establecer una proteína como diferencial fueron que 
estuviera presente en el 100% de los geles procesados, que tuviera una variación de 
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la abundancia de ±1.5 (media del ratio) y un t-Test menor de 0.05 o un ANOVA de 
dos factores menor de 0.05. 
 
Identificación de las proteínas diferenciales 
Tinción de geles con Coomassie coloidal 
Para identificar las proteínas diferenciales, se tiñeron los geles bidimensionales 
con el método de Coomassie coloidal. Este método es compatible con la 
identificación de proteínas por espectrometría de masas. Los pasos a desarrollar son 
los siguientes: los geles se fijaron con solución de fijación (50% etanol, 2% ácido 
fosfórico) un mínimo de 3 horas, tras lo que se hicieron tres lavados con agua MilliQ 
de 10 min cada uno para eliminar la solución de fijación. Los geles se dejaron 
agitándose en una solución de 17% sulfato amónico, 3% ácido fosfórico y 33% metanol 
durante una hora, tras lo cual se les añadió una solución de 5 mL de Coomassie Blue 
G-250 (Fluka, St. Louis, MO, EE.UU) al 6.6% en metanol y se dejó en agitación 
durante toda la noche. Después se destiñeron con sucesivos lavados con agua MilliQ 
hasta quedar visibles las manchas proteicas. 
Identificación de proteínas 
 Las proteínas o spots diferenciales visualizadas en los geles bidimensionales 
teñidos con Coomassie coloidal fueron recortadas de la acrilamida, digeridas con 
tripsina y los péptidos resultantes de la digestión fueron separados e identificados 
por espectrometría de masas. Todo este proceso se llevó a cabo en el Servicio de 
Proteómica de la UCM. 
Identificación por huella peptídica  
 La identificación de las proteínas por huella peptídica se realizó con el motor 
de búsqueda MASCOT v2.3 a través del software Global Protein Server (GPS) v3.6 
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(ABSCIEX), en la base de datos con los siguientes parámetros de búsqueda: 
carbamidometilación de cisteínas como modificación fija, oxidación de metioninas 
como modificación variable, tolerancia de error de masa para los péptidos 50 ppm y 
un punto de corte perdido para la tripsina. 
 Las proteínas identificadas superan la puntuación estimada en cada caso por 
MASCOT con un valor significativo de p valor <0.05. 
 Como resultado de este primer análisis de masas se obtuvo un espectro MS, y 
esta huella peptídica de la proteína se utilizó para su identificación en la base de 
datos. Las proteínas que no se identificaron de forma concluyente por huella 
peptídica fueron susceptibles de análisis MS/MS o fragmentación de péptidos. Así, en 
el espectro MS se seleccionaron de 1 a 4 péptidos precursores con buena intensidad y 
separados de otros péptidos como mínimo en ±4 Da  (ventana de Masa) para ser 
aislados, cada uno de ellos en un análisis independiente, en una cámara y 
fragmentados por colisión con gas atmosférico (Collision Induced Disociation, CID) 
con el método de operación de 1Kv ion reflector en modo positivo. Con los espectros 
MS/MS obtenidos de cada uno de los precursores fragmentados se realizó la 
búsqueda de la proteína en las bases de datos. 
Identificación por huella peptídica combinada con MS/MS 
 Los parámetros de búsqueda fueron los mismos utilizados en la identificación 
por huella peptídica a excepción de la tolerancia del error para la masa del 
precursor que en este caso fue de 80 ppm, y la tolerancia en las masas de los 
fragmentos (MS/MS) de 0.3 Da. 
 El péptido identificado supera la puntuación individual del ion que determina 
MASCOT como un valor significativo de p valor <0.05. 
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Resultados 
Desarrollo del biofilm y el cultivo planctónico 
 Debido a la complejidad en el estudio de la expresión diferencial de proteínas 
bacterianas presentes en el biofilm y en células planctónicas mediante herramientas 
proteómicas basadas en geles bidimensionales, se procedió a la formación de dicho 
biofilm pero generado con una sola especie bacteriana (monoespecie) con la 
bacteria periodontopatógena F. nucleatum. Para ello se puso a punto la formación 
del biofilm (concentración de células y días de incubación empleados). Primero, se 
ensayaron las concentraciones de 106 y 107 y 108  ufc/mL de suspensión bacteriana 
en fase exponencial crecida en medio BHI modificado; y los biofilms se generaron 
sobre estos slides a los tiempos de incubación de 24, 48 y 72 horas en condiciones de 
anaerobiosis a 37ºC. Se comprobó por CLSM (Microscopia Laser Confocal - Confocal 
Laser Scanning Microscopy, CLSM, por sus siglas en inglés) (Figura 4) y mediante 
análisis por cultivo bacteriano, que la concentración óptima era de 107 ufc/mL y el 
periodo óptimo de incubación era de 24 horas. En el caso de las células en estado 
planctónico se realizaron las mismas comprobaciones y se concluyó que la 
concentración de 107 ufc/mL y el tiempo de 24 horas eran los óptimos para la 
formación del biofilm en esta bacteria.  
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Figura 4. Imagen de Microscopia Confocal 
perteneciente a un biofilm de F. nucleatum (107 
ufc/mL) de 24 horas de incubación sobre slide 
cubierto de hidroxiapatita. 
 
 
 
Estudio de la expresión diferencial 
Para la realización del ensayo, se obtuvieron 108 experimentos 
independientes llevados a cabo en 108 días distintos en los que se comparaba biofilm 
vs. planctónico en las mismas condiciones. Toda la metodología se realizó de la 
misma forma para ambos estados (biofilm y planctónico). La recuperación de las 
bacterias, la extracción proteica, la limpieza y la solubilización de las proteínas se 
hizo como se ha descrito en Materiales y Métodos. Tras llevar a cabo la 
cuantificación, se observó que en el caso de las muestras de biofilm no se 
encontraba mucha cantidad de proteína, por lo que sería necesario hacer “pooles” o 
grupos de muestras para obtener la cantidad necesaria de proteína. Aunque en el 
caso de las células planctónicas sí que existía suficiente cantidad de proteína, sería 
necesario realizar también los mismos “pooles” para que la comparación entre 
biofilm-célula planctónica fuese la correcta. Los 108 experimentos independientes 
se agruparon en 4 pooles distintos que corresponderían a 4 réplicas biológicas.  
Como se ha indicado anteriormente en Material y Métodos, tras el proceso de 
cuantificación, se realizó un gel de control de carga para comprobar que no existía 
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ningún error en la cuantificación. Según se observa en la Figura 5, las cuatro 
muestras correspondientes a los “pooles” de biofilm y las cuatro muestras 
correspondientes a los “pooles” de planctónico tenían una cantidad igual, y por 
tanto, la cuantificación era correcta. 
 
 
Figura 5. Gel SDS-PAGE al 10% correspondiente al control de carga 
 
 
Para comprobar que las muestras estaban limpias, sin ningún tipo de 
contaminación que pudiese interferir en el marcaje con los fluorocromos y en la 
separación de las proteínas, se realizó un gel bidimensional para muestras biofilm y 
otro para muestras planctónico, en el que se cargó una cantidad de proteína (150 
µg) en la que estaba presente de forma equimolecular los 4 “pooles” 
correspondientes a cada uno de los estados (planctónico-biofilm) (Figura 6A y 6B). 
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Figura 6A. Imagen correspondiente a un gel bidimensional teñido con Coomassie 
coloidal de muestra de células planctónicas de F. nucleatum. 
 
 
 
 
Figura 6B. Imagen correspondiente a un gel bidimensional teñido con Coomassie 
coloidal de muestra de biofilm de F. nucleatum. 
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 Después del marcaje con los fluorocromos y la electroforesis bidimensional, se 
realizó el escaneado de los geles con un escáner Typhoon 9400™ (GE Healthcare). 
Cada gel corresponde a muestra biofilm+ muestra planctónico+ estándar interno 
(Figura 7). 
 
 
 Figura 7. Imágenes correspondientes a los 4 geles DIGE™ escaneados con el 
escáner Typhoon 9400™ (GE Healthcare). 
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 El programa DeCyder v6.5 (GE Healthcare) se utilizó para realizar un análisis 
de los geles bidimensionales obtenidos mediante el sistema DIGE. Debido a que uno 
de los geles interfería en los resultados, se suprimió este gel del estudio y se 
procedió con el análisis. Se generaron 3 “workspaces DIA” (Differential In gel 
Analysis) independientes correspondientes a los 3 geles DIGE que se han empleado 
para este experimento con F. nucleatum. Los nombres de estos workspaces y el total 
de manchas detectadas en cada uno de los geles se resumen en la Tabla 1 (columna: 
DIA Ws Name y No.of Spots). Distribución del BVA (Biological Variation Analysis) 
queda reflejada en la Tabla 1 en columna Group y el número de manchas 
emparejadas en cada gel en la columna Matched. 
 La imagen del gel 522 STANDARD CY2 se utiliza como gel “Master”, sobre el 
que se realiza el emparejamiento de las manchas proteicas de todas las imágenes 
que componen el proyecto. Tras realizar el emparejamiento de las manchas de 
forma automática, se repasa y/o modifica aquellos emparejamientos que no se 
hayan realizado correctamente, de forma manual. 
 
Tabla 1. Resumen de los datos obtenidos tras el análisis con el módulo DIA y 
con el módulo BVA. 
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Los resultados de proteínas que se expresan diferencialmente son los 
siguientes: un total de 68 manchas proteicas cumplieron estas consideraciones. 
Los datos correspondientes a las proteínas de interés están resumidos en la siguiente 
tabla (Tabla 2): 
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Tabla 2. Datos de las 68 manchas consideradas como proteínas de interés (POI). La 
columna de Apperance indica la detección de esa mancha en el total de las 
imágenes del experimento.  
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 La localización de las POI en el gel 2D, se muestra en la Figura 8: 
 
Figura 8. Imagen del Gel Master con las POI (con los nº Master correspondientes). 
 
Identificación de las proteínas de interés (POI) 
 Se procedió a la identificación de las proteínas de interés arriba marcadas 
según se ha indicado en Material y Métodos. 
 En la siguiente tabla (Tabla 3) se muestra la lista de proteínas identificadas: 
en verde las proteínas que se sobreexpresan en el biofilm y en naranja las proteínas 
que se reprimen en el biofilm. 
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Tabla 3. Lista de proteínas identificadas 
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DISCUSIÓN  
 Las células bacterianas pueden crecer formando biofilms o en estado de vida 
libre planctónico y existe evidencia científica sobre el distinto comportamiento 
entre bacterias de la misma especie viviendo de forma planctónica y formando 
biofilm (Keller, 2009), sobre todo en cuanto a su expresión proteica. Sin embargo, 
en bacterias orales esta evidencia es escasa. En este estudio, cuando se comparó F. 
nucleatum formando biofilm frente a cuando está en estado planctónico, se 
observaron 68 spots que se expresaban diferencialmente. De estos 68 spots, 33 se 
sobreexpresaban cuando estaba en estado biofilm y 26 se reprimían, como se ve en 
la Tabla 3. Tras recortar los spots e identificar las proteínas se observó lo siguiente: 
26 proteínas se sobreexpresaban y 18 se reprimían cuando se encontraban en estado 
biofilm. Estas diferencias se deben a que: 
i) sólo se han recortado 60 spots de los 68 diferenciales (las 8 manchas restantes no 
se han podido recortar debido a la escasa cantidad de proteína);  
ii) en varios casos, diferentes manchas proteicas corresponden a isoenzimas de la 
misma proteína; 
iii) en otros casos, dos spots con diferente masa molecular pertenecen a la misma 
proteína. Esto último se debe a que si una proteína sufre un procesamiento y se 
fragmenta, va a dar lugar a dos manchas con tamaños distintos (la de mayor 
tamaño corresponde a la proteína sin procesar y la de menor tamaño a la 
proteína procesada).  
En rasgos generales, las proteínas diferenciales identificadas en este trabajo, 
siguen el mismo patrón que lo publicado en otros estudios de expresión diferencial 
de proteínas de biofilm de F. nucleatum (Chew y cols., 2012). Es decir, las proteínas 
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que se producen diferencialmente en las células del biofilm se asocian con enzimas 
metabólicas, transporte y función desconocida (Chew y cols., 2012). 
Respecto a las proteínas implicadas en el metabolismo, se ha observado que 
algunas se reprimen en estado biofilm, y estos resultados siguen el mismo patrón 
descrito por otros autores (Rathsam y cols., 2005; Donlan y cols., 2002). Esto se 
debe a que, en esta forma de crecimiento, las bacterias presentan un estado 
metabólicamente menos activo. Pero también se ha encontrado que otras proteínas 
de metabolismo se sobreexpresan. Esto puede deberse a que F. nucleatum tiene un 
metabolismo algo diferente respecto a otras bacterias periodontopatógenas (Chew y 
cols., 2012): esta bacteria tiene la capacidad de catabolizar tanto azúcares como 
aminoácidos como fuente de energía (Rogers y cols., 1991; Takahashi y cols., 2002) 
en contraste con otros patógenos periodontales como P. gingivalis (Shah y cols., 
1997) y Treponema denticola (Seshadri y cols., 2004); y este metabolismo algo 
diferente de F. nucleatum provoque esas diferencias en la expresión proteica. 
Otro grupo de proteínas que se sobreexpresan en la forma de crecimiento de 
biofilm son los transportadores de tipo ABC (ATP-binding cassette). Éstas son 
proteínas de membrana, fundamentales en muchos procesos biológicos como la 
división celular, el control del volumen de la célula y el control de las substancias 
que entran y salen por las membranas celulares (Young y cols., 1999). Estos 
resultados pueden ser muy relevantes por el papel que poseen estas proteínas en la 
resistencia de la bacteria a los antibióticos (Al-Haroni y cols., 2008). 
Un grupo de proteínas que mayoritariamente se sobreexpresan en el biofilm, son 
proteínas de función desconocida denominadas “hypothetical proteins”. Estos datos 
coinciden con lo descrito por otros autores (Chew y cols., 2012). El análisis y la 
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búsqueda de la implicación de estas proteínas en el biofilm, nos pueden dar 
información sobre el papel de esta bacteria en esta forma de crecimiento. 
Otra proteína que se sobreexpresa en el biofilm y que puede tener interés es 
NusG. Esta proteína puede ser utilizada como marcador de F. nucleatum 
(Castellarin y cols., 2012) y puede ser relevante para el desarrollo de nuevos 
instrumentos diagnósticos, no solo para la periodontitis sino también para otras 
enfermedades asociadas a la presencia de esta bacteria (Huang y cols., 2016). 
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CONCLUSIÓN  
 Se observaron 68 spots proteicos de F. nucleatum que se expresan 
diferencialmente en estado biofilm respecto al estado planctónico y fueron 
identificadas 26 proteínas que se sobreexpresan y 18 que se reprimen. La mayoría 
de éstas se asocian con enzimas metabólicas, transporte y función desconocida, 
resultado acorde con la literatura.  
El cambio de expresión proteica asociado al desarrollo en estado biofilm puede 
permitir a F. nucleatum adaptarse y competir con éxito en la cavidad oral. El 
estudio de estas proteínas diferenciales bacterianas nos va a permitir encontrar 
dianas para futuras terapias que permitan bloquear o mermar la incorporación de 
esta bacteria a la placa bacteriana. 
Es necesario validar funcionalmente algunas de estas proteínas, para poder 
aclarar el papel de éstas en la virulencia de la bacteria y su uso potencial en el 
diagnóstico y el tratamiento de la periodontitis.  
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